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Впервые создана и описана конструкция рW8-3С, кодирующая искусственный опухоль-специфич-
ный белок W8-3С с добавлением трех остатков свободного цистеина на С-конце. С использованием
очищенного белка W8-3С впервые получены и охарактеризованны дисперсии наночастиц диамет-
ром 75.24 нм при индексе полидисперсности Pdi, равном 0.064, с содержанием селена 1566 мкг/мл.
Дисперсии сохраняли стабильность при хранении в течение 6 месяцев при 4°С. Для сравнения: мак-
симальное содержание селена в составе дисперсии наночастиц, полученных в присутствии белка
W8-3С и плюроника F-127, составляло 399 мкг/мл. Исследована цитотоксическая активность полу-
ченных наночастиц на перевивaемых клетках опухолевых линий человека: HeLa (карцинома шейки
матки), U-87 MG (глиобластома), MCF-7 (карцинома молочной железы) и HCT-116 (карцинома
толстой кишки) в сравнении с диплоидной линией фибробластов человека WI-38 in vitro. Показано,
что IC50 наночастиц селена, полученных с использованием белка W8-3С, для опухолевых линий ко-
леблется в диапазоне от 5.25 до 8.37 мкг/мл, тогда как IC50 для нормальных фибробластов составила
14.3 мкг/мл (отличие в 1.7–2.7 раза).
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цистеин.
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Наночастицы доказали свою эффективность в
качестве носителей пролекарств в качестве сред-
ства доставки терапевтических молекул [1]. На-
ночастицы различных металлов, таких как Ag, Au,
Ce, Fe, Se, Ti и Zn, и их оксидов обладают биоло-
гической активностью, не свойственной этим
элементам в виде солей [2]. Селен (Se) является
важным микроэлементом, входящим в состав
белков в форме селеноцистеина [3]. Замена ци-
стеина на селеноцистеин существенно влияет на
активность, протеолитическую стабильность и
биораспределение ферментов, регуляторных
факторов и структурных белков [3, 4]. Известны
селенопротеины с оксидоредуктазной активно-

стью, присутствие которых в клетках необходимо
для поддержания естественного окислительно-
восстановительного баланса (нормального функ-
ционирования дыхательной цепи и недопущения
накопления избытка активных форм кислорода)
[5]. Se в металлической форме имеет узкое тера-
певтическое окно, обусловленное выраженной
концентрационной зависимостью его токсично-
сти [6]. Напротив, наночастицы металлического
Se (SeNP) обладают сниженной токсичностью
[7]. Наночастицы SeNP рассматриваются в каче-
стве кандидатного лекарственного средства для
лечения ряда заболеваний, связанных с окисли-
тельным стрессом и воспалением: ревматоидного
артрита, рака, сахарного диабета, нефропатии и
других [1, 2]. За счет способности образовывать с
атомами серы в белках и низкомолекулярных со-
единениях прочные связи, аналогичные дисуль-

Сокращения: SeNP – наночастицы металлического Se,
ICP-OES – оптико-эмиссионная спектрометрия с
индуктивно связанной плазмой. 
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фидным, SeNP представляют собой привлека-
тельную платформу для создания новых методов
визуализации и направленной доставки лекарств
в очаги патогенеза при различных заболеваниях
[10, 11]. Однако развитие этого направления в
фармакологии ограничивается недостаточной
устойчивостью SeNP, полученных без использо-
вания пассивирующих поверхность агентов: при
хранении они быстро подвергаются необратимой
агрегации, что делает невозможным их примене-
ние in vivo [12]. Для стабилизации SeNP традици-
онно применяют различные биополимеры и ма-
лые биомолекулы: куркуму [13], глутатион [14],
сывороточный альбумин [15], галовую [16] и фо-
лиевую кислоты [17]. Наиболее популярным
классом соединений, применяемым для стабили-
зации SeNP, являются полисахариды (хитин, хи-
тозан, дрожжевые или грибные β-1,3-глюканы)
[18–22].

Из числа синтетических полимеров наиболее
активно используются плюроники (полоксамеры –
тройные блок-сополимеры этиленоксида и про-
пиленоксида) [23] и производные полиэтилен-
гликоля [24]. Однако предложенные методики
получения SeNP с применением этих агентов не
обладают необходимой воспроизводимостью, а
получаемые с их помощью дисперсии SeNP со-
храняют устойчивость только при невысоких
концентрациях, недостаточных для практическо-
го примнения [25].

В литературе неоднократно высказывалось
мнение, что SeNP обладают противоопухолевы-
ми и иммуномодулирующими свойствами [26,
27]. По всей видимости, SeNP по-разному влияют
на окислительно-восстановительный механизм
раковых и нормальных клеток [28, 29]. Механиз-
мы цитотоксического действия наночастиц Se в
различных линиях раковых клеток человека ис-
следовались ранее [30]. Так, в работе [31] методом
лазерной абляции в жидкости были получены
SeNP размером 100 нм и были исследованы цито-
токсические эффекты и механизмы гибели ряда
опухолевых клеток. Авторы показали, что обра-
ботка в течение 24 ч клеток A-172 и DU-145
10 мкг/мл SeNP приводила к снижению их про-
лиферативных свойств на 70–80%, а для клеток
Caco-2 и MCF-7 этот показатель составлял при-
мерно 50–60% через 24 ч после их обработки
1 мкг/мл и 5 мкг/мл SeNP. С помощью флуорес-
центной микроскопии были обнаружены призна-
ки апоптотической гибели раковых клеток всех
изученных линий при обработке их 5 мкг/мл
SeNP, также SeNP усиливали экспрессию проап-
оптотических генов почти во всех линиях рако-
вых клеток, за исключением Caco-2, и активиро-
вали различные пути адаптивных и проапоптоти-
ческих сигнальных путей UPR [31].

Наряду с проапоптотической и цитотоксиче-
ской активностью у SeNP описана антиоксидант-
ная и иммуностимулирующая активность [32].
Так, в работе [33] описан способ синтеза SeNP со
средним диаметром от 64.1 до 110.1 нм с исполь-
зованием в качестве стабилизатора дрожжевого
β-1,3-глюкана, а в качестве агента, вызывающего
формирование ковелентных связей между селе-
ном и биполимером, – облучение рентгеновски-
ми лучами с помощью источника излучения на
основе 60Со. Биологические испытания синтези-
рованных таким образом частиц показали, что
при внутрибрюшинном введении в дозировке
6 мг/кг живой массы SeNP вызывают частичное
восстановление содержания в крови и костном
мозге лейкоцитов (с 19 до 42% от нормы), лимфо-
цитов (с 14 до 28% от нормы), нейтрофилов (с 0.2
до 2.5% от нормы), В-лимфоцитов (с 0.3 до 1.8%
от нормы), натуральных киллеров (с 0.5 до 3.8%
от нормы), лимфоцитов с фенотипом CD4+ (с 0.2
до 6.1% от нормы) и иммуноглобулинов (с 600 до
1700 мкг/мл) у мышей, подвергшихся действию
распространенного химиопрепарата цитоксан
(циклофосфамид), для которого характерно угне-
тающее дествие на активность иммунной систе-
мы. При этом содержание в крови интерферона g
(цитокина иммунного ответа Th1-типа) после
введения SeNP оставалось неизменным. В работе
[34], напротив, сообщается о стимуляции SeNP
иммунного ответа Th1-типа в ущерб ответу
Th2-типа.

Имеются сообщения об использовании для
синтеза SeNP живой культуры пробиотического
штамма Lactobacillus casei: диаметр частиц, полу-
ченных таким способом, составил ~360 нм, обра-
ботка клеточных линий рака толстой кишки эти-
ми наночастицами приводила к появлению мар-
керов гибели клеток за счет апоптоза [35].

Ранее авторами настоящей работы была разра-
ботана линейка икусственных белков W4, W8 и
W12, несущих металлсвязывающий центр (сфор-
мирован из фрагментов Ca2+-связывающего цен-
тра кальмодулина человека и ELP-повторов), а
также белковые лиганды, связывaющие онкомaр-
керы: RGD-мотив (лиганд αVβ3-интегрина) и F3
(лиганд нуклеолина). В отличие от большинства
природных белков, данные белки не имеют гид-
рофобного кора и не обладают глобулярной
структурой, постоянно находясь в состоянии рас-
плавленной глобулы. Предыдущие исследования
показали высокую эффективность белков W4, W8
и W12 в качестве носителей для доставки ионов
Gd3+ в опухолевые клетки (в том числе карцино-
мы молочной железы, легкого, толстой кишки и
глиобластомы), что позволяет рассматривать их в
качестве кандидатов для разработок препаратов
для контрастирования опухолей при проведении
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диагностики методом магнитно-резонансной то-
мографии [3].

При планировании настоящей работы было
высказано предположение о том, что белки W4,
W8 и W12, в силу своей высокой гидрофильности,
нехарактерной для природных белков и близкой к
нейтральной изоэлектрической точки, а также в
силу доказанной тропности к опухолям, могут
быть эффективным средством для пассивирова-
ния SeNP. Однако отсутствие в них свободных
остатков Cys (не участвующих в образовании ди-
сульфидных связей) было признано их недостат-
ком. Для устранения этого недостатка было пред-
ложено модифицировать белок W8, добавив на
его С-конец синтетический мотив из 13 а.о., обо-
гащенный остатками Cys и Gly: этот вариант бел-
ка получил обозначение W8-3С. После этого в ка-
честве цели работы стало рассмативаться иссле-
дование возможности получения наночастиц
селена с использованием белка W8-3С, оценка
стабильности полученных наночастиц при хране-
нии и сравнительная оценка их цитотоксической
активности на опухолевых и нормальных клетках
человека in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Наработка образца рекомбинантного белка
W8-3C. Получение генетической (плазмидной) кон-

струкции pW8-3C. В качестве основы для кон-
струирования была взята плазмида pE2-W8, опи-
санная ранее [36] (рис. 1а). В данную конструк-
цию сразу после гена флуоресцентного белка был
добавлен небольшой участок размером 39 п.н.,
кодирующий Cys-содержащий гибкий пептид из
12 а.о. (GGGCGGGCGGGC) и стоп-кодон. Дан-
ный фрагмент гена был собран из комплементар-
ных олигонуклеотидов C3-for (gatccggtggcggttgcg-
gtggcggttgtggtggcggttgttaac) и C3-rev (tcgagttaacaac-
cgccaccacaaccgccaccgcaaccgccaccg) (Синтол,
Россия), генерирующих после образования дуп-
лекса липкие концы, характерные для сайтов ре-
стрикции BamHI и XhoI, и вставлен по соответ-
ствующим сайтам в вектор pE2-W8. Последова-
тельность гена белка W8-3C в составе
экспрессионной конструкции была подтвержде-
на рестрикционным картированием, полимераз-
ной цепной реакцией со специфичными прайме-
рами и секвенированием по Сэнгеру («Евроген»,
Россия).

Получение и очистка белка W8-3С. Плазмидная
конструкция pW8-3C была использована для
трансформации экспрессионного штамма Esche-
richia coli BL21 (DE3). Полученный штамм BL21
(DE3, pW8-3C) затем культивировали на полно-
ценной среде LB (пептон – 10 г/л, дрожжевой
экстракт – 5 г/л, NaCl – 10 г/л) с добавлением
100 мг/л ампициллина в течение 24 ч при 37°С.

Рис. 1. Карта базовой конструкции pE2-W8, использованной для модификации белка W8 (а), и полученной
конструкции pE2-W8-3С (б). Карты созданы с помощью SnapGene Viewer. Стрелкой указано место вставки участка
гена, кодирующего С-концевой Cys-обогащенный пептид. Условные обозначения основных элементов: 3 × RGD –
три RGD-содержащих пептида, F3 – F3-пептид, 4MBS – металлсвязывающий участок, EmGFP – зеленый
флуоресцентный белок, 3Cys – С-концевой Cys-обогащенный пептид.
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Собранная биомасса использовалась для очистки
рекомбинантного белка методом, описанным ра-
нее [36]. Процедура получения белка включала в
себя этап металл-хелатной хроматографии
(IMAC) на смоле HisPur™ Ni-NTA, а также обяза-
тельный этап удаления ионов металлов из ме-
таллсвязывающих участков с помощью интен-
сивного диализа раствора белка после обработки
ЭДТА. Гомогенность препарата белка W8-3C
подтверждали методом диск-электрофореза в по-
лиакриламидном геле с додецилсульфатом на-
трия. Концентрацию белка измеряли с помощью
модифицированного метода Лоури с использова-
нием бицинхониновой кислоты (BCA assay kit,
Sigma, США) в соответствии с рекомендациями
производителя.

Синтез наночастиц селена, стабилизированных
белком W8-3C. Реагенты: NaBH4 (Sigma-Aldrich,
CAS:16940-66-2), Na2SeO3 (Sigma-Aldrich,
CAS:10102-18-8), Плюроник® F-127 (Sigma-Al-
drich, CAS:9003-11-6), азотная кислота для прове-
дения элементного анализа (Sigma-Aldrich,
CAS:7697-37-2), стерильный физиологический
раствор 0.15 М NaCl (рН 7.4) (ПанЭко, Россия),
очищенный раствор белка W8-3C.

Протокол получения наночастиц № 1 (с белком
W8-3C). К 2 мл белка W8-3C (3 мг/мл в стериль-
ном физиологическом растворе) добавили
100 мкл 1 M водного раствора Na2SeO3 при пере-
мешивании в течение 1 мин (итоговая концен-
трация иона селенита 50 мМ). Затем перенесли
полученный раствор в пробирку с навеской
NaBH4 в 19.1 мг, интенсивно перемешали на вор-
тексе в течение 30 с до полного растворения (ито-
говая концентрация иона боргидрида 13.5 мМ),
после чего перемешивали на встряхивателе
Eppendorf при 37°С, 900 об/мин, в течение 15 мин
до образования оранжево-красного цвета. Рас-
твор образовавшихся наночастиц диализовали
против 1 л стерильного физиологического рас-
твора дважды по 24 ч со сменой буфера при ком-
натной температуре.

Протокол получения наночастиц № 2 (с белком
W8-3C и плюроником F-127). К 2 мл белка W8-3C
(3 мг/мл в стерильном физиологическом раство-
ре) добавили 100 мкл 1 M водного раствора
Na2SeO3 (до 50 мМ) и 40 мкл 0.5% водного рас-
твора F-127 (до 0.01%) при перемешивании. Рас-
твор перенесли в пробирку с навеской NaBH4 в
20.1 мг (13.5 мМ) и перемешали в течение 30 с до
полного растворения на вортексе, далее переме-
шивали на встряхивателе Eppendorf при 37°С,
900 об/мин, в течение 45 мин до образования
оранжево-красного цвета (образование окраски
идет медленнее, чем при использвании Протоко-
ла 1). Дисперсию наночастиц диализовали про-
тив 1 л стерильного физиологического раствора

дважды по 24 ч со сменой буфера. По окончании
диализа полученные растворы хранились при 4°С
с соблюдением правил асептики.

Элементный анализ методом оптико-эмиссион-
ной спектрометрии с индуктивно связанной плазмой
(ICP-OES). Образцы для ICP-OES готовили пу-
тем добавления 2 объемов концентрированной
азотной кислоты и нагреванием при 60°C в тече-
ние 30 мин, после чего растворы разбавляли де-
ионизированной водой и фильтровали через
фильтр Millex 0.45 мкм (Merck, Германия). Ка-
либровочные стандарты готовили из исходного
одноэлементного калибровочного ICP-стандарта
(10000 мг/л, Se, HNO3, кат. №: CGSE10-500ML,
Inorganic Ventures, США) путем разведения в 2%
(масс.) HNO3. В качестве холостого образца ис-
пользовали 2%-й водный раствор HNO3. Измере-
ния проводили на ICP-OES-спектрометре Plas-
maQuant 9100 series (Analytik Jena, Германия).

Распределение частиц по размеру. Распределе-
ние частиц по размерам исследовали методом ди-
намического рассеяния света на приборе Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Великобрита-
ния) с использованием Zetasizer Softwave V.7.12. В
качестве растворителя использовали воду MilliQ
высокой чистоты (сопротивление не менее
16 МОм·см–1).

Клеточные линии и условия их культивирования.
В работе использовали следующие клеточные ли-
нии человека (приобретенные из коллекции
ATCC – American Type Culture Collection): HeLa
(ATCC CRM-CCL-2) – рак шейки матки, U-87
MG (ATCC HTB-14) – злокачественная глиома,
MCF-7 (ATCC HTB-22) – аденокарцинома прото-
ков молочной железы, HCT-116 (ATCC CCL-247) –
колоректальная карцинома, WI-38 (ATCC CCL-
75) – линия первичных фибробластов человека.

Клетки выращивали в среде DMEM (ПанЭко,
Россия) с добавлением 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки, 4 мМ L-глутамина, 100 ед./мл
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина в атмо-
сфере 5% СО2 и при температуре 37°С.

Оценка цитотоксичности c помощью MTT-те-
ста. В лунки 96-луночного культурального план-
шета Costar вносили по 5–10 тыс. клеток и куль-
тивировали в стандартной среде RPMI-1640
(ПанЭко, Россия), содержащей 10% сыворотки
эмбриональной телячьей крови (Gibco), 2 мМ
L-глутамина и раствор пенициллина-стрептоми-
цина (5000 ЕД/мл пенициллина и 5000 ЕД/мл
стрептомицина, ПанЭко, Россия) при 37°C в ат-
мосфере 5% СО2 в течение 24 ч. Затем к клеткам
добавляли раствор наночастиц селена Se-W8-3C в
диапазоне от 0.3 до 78 мкг/мл по селену и инкуби-
ровали при 37°С в атмосфере 5% СО2 в течение
24 ч и 48 ч. Перед добавлением раствора МТТ
планшеты с клетками центрифугировали 5 мин
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при 1500 об/мин, отбирали среду с раствором ча-
стиц Se-W8-3C, один раз отмывали 200 мкл пол-
ной питательной среды, после чего добавляли в
лунки 200 мкл раствора МТТ (3-(4,5-диметилтиа-
золин-2)-2,5 дифенилтетразолий бромида) в пол-
ной ростовой среде и инкубировали 4 ч при 37°С
в 5% CO2. После образования кристаллов форма-
зана планшеты с клетками центрифугировали,
надосадочную жидкость удаляли, осадок раство-
ряли в 150 мкл диметисульфоксида. Интенсив-
ность поглощения измеряли при λ = 570 нм с по-
мощью планшетного спектрофотометра Mul-
tiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США).

Процентную долю живых клеток (В, %) опре-
деляли по формуле:

В = (Оо/Ок) ×100,

где Ок – оптическая плотность в контрольных
лунках, Оо – оптическая плотность в опытных
лунках.

Цитотоксичность (Ц, %) определяли по фор-
муле:

Ц = (1 – (Оо/Ок)) ×100%.

Каждое измерение пpоводилось в трех незави-
симых технических повторностях, результаты
усреднялись.

Расчет концентрации полумаксимального инги-
бирования роста IC50 методом линейной экстрапо-
ляции. По полученным данным о выживших
клетках после воздействия разной концентрации
Se-W8-3C в течение 24 и 48 ч (результаты МТТ-
теста, выраженные в процентных долях выжив-
ших клеток от контроля – интактных клеток, для
которых установлено значение 100%), где каждая

величина представляет собой среднее значение ±
стандартное отклонение (SD) (n ≥ 3, p < 0.05)
(рис. 4) методом линейной экстраполяции был
проведен математический расчет концентрации
полумаксимального ингибирования роста IC50
(табл. 1). Для каждой группы (клеточной линии)
была выстроена линия тренда и выведена форму-
ла зависимости Y(X) с величиной достоверности
аппроксимации R2 с использованием пакета Mic-
rosoft Excel (Microsoft, США). По полученным
формулам для каждой группы клеток проведен
расчет Y – концентрации исследуемого вещества,
при которой процентная доля выживших клеток
составляет 50 (X). Коэффициент достоверности
аппроксимации R2 показывает степень соответ-
ствия трендовой модели исходным данным. Его
значение может лежать в диапазоне от 0 до 1. Чем
ближе R2 к 1, тем точнее модель описывает имею-
щиеся данные.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Получение конструкции, кодирующей белок

W8-3C, и его продуцента на основе E. coli. Получе-
на экспрессионная конструкция pE2-W8-3C
(рис. 1б) путем введения в базовую конструкцию
pE2-W8 (рис. 1а) фрагмента, кодирующего пеп-
тид из 12 а.о. (GGGCGGGCGGGC) и стоп-ко-
дон. Последовательность гена белка W8-3C в со-
ставе данной конструкции была подтверждена
рестрикционным картированием, полимеразной
цепной реакцией со специфичными праймерами
и секвенированием по Сэнгеру.

Культивирование продуцента белка W8-3C и его
очистка. В результате культивирования и очистки

Таблица 1. Данные по цитотоксической активности SeNP, стабилизированных белком W8-3С, в отношении
опухолевых линий и нормальных фибробластов человека, полученные с помощью МТТ-теста через 24 ч и 48 ч 

Нзавание клеточной лини Формула аппроксимации, величина 
достоверности аппроксимации R2

IC50 мкг/мл

24 ч 48 ч

WI-38 – нормальные диплоидные 
фибробласты человека

(24 ч)  y = –1.6284x + 81.751, R² = 0.9177
(48 ч)  y = –1.8874x + 76.955, R² = 0.7108

19.5 14.3

HCT-116 – колоректальная 
карцинома человека

(24 ч)  y = –1.4581x + 97.257, R² = 0.1765
(48 ч)  y = –3.1082x + 69.431, R² = 0.9366

32.41* 5.25

U-87 MG – злокачественная глиома 
человека

(24 ч)  y = –3.4453x + 90.127, R² = 0.8946
(48 ч)  y = –4.7280x + 75.856, R² = 0.9191

11.65 5.47

HeLa – рак шейки матки человека (24 ч)  y = –1.5005x + 75.102, R² = 0.2685
(48 ч)  y = –3.8960x + 74.220, R² = 0.9292

16.73* 6.22

MCF-7 – аденокарцинома протоков 
молочной железы человека

(24 ч)  y = –4.1562x + 91.943, R² = 0.7940
(48 ч)  y = –3.0345x + 75.394, R² = 0.9648

10.09 8.37

Примечание. В ячейках таблицы приведены концентрации полумаксимального ингибирования роста IC50,
рассчитанные методом линейной экстраполяции; R2 – величина достоверности аппроксимации; * – данные
недостоверны.
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получен белок W8-3C с выходом очищенного
белка 18–20 мг/л культуры. Условная схема рас-
положения основных функциональных элемен-
тов белка W8-3C показана на рис. 2а. Молекуляр-
ная масса белка составила 68.4 кДа, чистота по
электрофорезу – не менее 95% (рис. 2б), концен-
трация 3 мг/мл (43.86 мкМ).

Исследование физико-химических характери-
стик дисперсий наночастиц Se, полученных в при-
сутствии плюроника F-127 и белка W8-3C. На
предварительной стадии эксперимента были
опробованы несколько протоколов получения
наночастиц Se (данные не приводятся). Наиболее
эффективными с точки зрения выхода частиц
оказались методы получения частиц с примене-
нием в качестве пассивирующего агента либо
только белка W8-3С, либо белка с добавлением
плюроника F-127 [36]. Однако дисперсии SeNP,
полученные в присутствии белка W8-3C и плюро-
ника, характеризовались неудовлетворительной
стабильностью: при хранении при 4°С в течении
10–15 суток они агрегировали и выпадали в оса-
док. По данным ICP-OES, максимальное содер-
жание Se в составе свежеполученной в присут-
ствии плюроника F-127 дисперсии наночастиц
составляла 399 мкг/мл.

Напротив, дисперсия наночастиц Se, получен-
ных в присутствии только белка W8-3С, не пре-
терпевала каких-либо видимых изменений при
хранении в течение 6 месяцев при 4°С (рис. 3). По
данным ICP-OES, максимальное содержание Se в

составе наночастиц, полученных в присутствии
только белка W8-3С, составляла 1566 мкг/мл.

По данным спектроскопии динамического
рассеяния света, средний диаметр наночастиц,
полученных в присутствии белка W8-3С, состав-
лял 75.24 нм при индексе полидисперсности
Pdi = 0.064 (рис. 3).

Рис. 2. (а) – Условная схема расположения основных функциональных элементов в белке W8-3C. Условные
обозначения те же, что на рис. 1. N- и С-концы белка обозначены соответствующими буквами. (б) –
Электрофореграмма очищенного белка W8-3C в SDS-PAAG после переноса на мембрану и окраски Амидовым
черным. St – стандарт молекулярной массы (Fermentas, Канада).

Рис. 3. Распределение по размеру наночастиц SeNP,
полученных в присутствии W8-3C. Данные получены
методом динамического рассеяния света. На врезке
фотография раствора SeNP, полученных в
присутствии W8-3C, через 6 месяцев хранения при
4°С после синтеза.
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Оценка цитотоксической активности наночас-
тиц Se, полученных в присутствии белка W8-3C, на
опухолевых клетках in vitro. Цитотоксичность ис-
следуемых наночастиц Se, полученных в присут-
ствии белка W8-3С, на различные опухолевые
клетки человека (HeLa, U-87 MG, MCF-7,
HCT-116) в сравнении с диплоидной линией
фибробластов человека (WI-38) оценивали с по-
мощью колориметрического МТТ-теста, позво-
ляющего оценить общую метаболическую актив-
ность культуры. Клетки инкубировали с диспер-
сиями частиц SeNP, стабилизированных белком
W8-3С, в диапазоне концентраций (по Se) от 0.3
до 78 мкг/мл. Оценку метаболической активно-
сти клеток с помощью МТТ-теста проводили че-
рез 24 и 48 ч (рис. 4). Полученные значения ис-
пользовали для расчета величин полумаксималь-
ного ингибирования роста IC50 методом линей-
ной экстраполяции (табл. 1).

Установлено, что инкубация клеток с диспер-
сией SeNP, полученных в присутствии белка
W8-3С, приводила к снижению пролифератив-
ной активности клеток. Однако даже при макси-
мальной концентрации наночастиц (78 мкг/мл
по Se) часть клеток сохраняла жизнеспособность.
Воздействие на опухолевые клетки в течении 48 ч
наночастиц Se, полученных в присутствии белка
W8-3С, приводило к существенному нарастанию
цитотоксического эффекта. Так, для U-87 MG
(злокачественная глиома человека) расчетная
концентрация полумаксимального ингибирова-
ния (IC50) через 24 ч эксперимента составила
11.65 мкг/мл, а через 48 ч этот показатель упал до
5.47 мкг/мл. При этом нормальные клетки (ди-
плоидные фибробласты человека) проявляли
большую устойчивость к действию частиц, чем

все исследованные опухолевые линии. Клетки
опухолевой линии HCT-116 (колоректальная кар-
цинома человека) также показали высокую чув-
ствительность к наночастицам Se, полученным в
присутствии белка W8-С3: IC50 через 48 ч экспе-
римента для них составила 525 мкг/мл Se. Можно
предположить, что высокая эффективность дей-
ствия в отношении клеток глиомы SeNP, полу-
ченных с помощью белка W8-C3, обусловлена на-
личием на их поверхности αvβ3-интегринов и
нуклеолина [37], являющихся рецепторами ли-
гандов, входящих в состав W8-3C.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В рамках настоящей работы впервые было

описано создание и использование для наработки
белкового продукта конструкции pW8-3C
(рис. 2). Продуктивность штамма BL21(DE3,
pW8-3C) по выходу очищенного белкового про-
дукта составила 18–20 мг/л, что практически сов-
падает с продуктивностью штамма на основе кон-
струкции pE2-W8. Данный показатель позволяет
считать вновь созданный продуцент перспектив-
ным для практического использования. Белок
W8-3C был очищен до гомогенного состояния с
использованием ранее описанной методики [36],
позволяющей применять металлоаффинную хро-
матографию для очистки белков, несущих цен-
тры прочного связывания двухвалентных катио-
нов, к которым относится W8-3C.

Использование белка W8-3C для синтеза SeNP
дало хороший выход частиц по включению в них
Se. Реакция протекала при комнатной температу-
ре в течение ~1 ч. Об окончании реакции можно
было следить по развитию характерной оранже-

Рис. 4. Анализ по результатам МТТ-теста доли выживших клеток, подвергшихся в течение 24 (а) и 48 ч (б)
воздействию разной концентрации наночастиц SeNP, полученных в присутствии W8-3C. Результаты представлены
как процентная доля выживших клеток по отношению к контролю (интактным клеткам той же линии, не
подвергавшимся воздействию цитотоксических веществ). На графике показаны значения, полученные по
результатам усреднения трех независимых экспериментов.
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вой окраски. При этом необходимо отметить, что
введенный в реакцию боргидрид натрия присут-
ствовал в недостатке по сравнению с селенитом
натрия (13.5 мМ против 50 мМ). Полученные ре-
зультаты позволяют предполагать, что белок
W8-3C в будущем может быть использован не
только для синтеза SeNP, но и для функционали-
зации наночастиц золота, с которыми свободные
остатки Cys, имеющиеся в составе деструктури-
рованной последовательности на С-конце этого
белка, могут образовывать прочные ковалентные
связи [38].

Наиболее значимым результатом настоящей
работы является демонстрация высокой эффек-
тивности искусственного белка W8-3С в качестве
средства для пассивирования поверхности нано-
частиц Se, что обеспечивает устойчивость дис-
персии SeNP при хранении. Показатель устойчи-
вости наночастиц Se – сохранность грануломет-
рических характеристик дисперсии диаметром
~75 нм в течение 6 мес. хранения при 4°С – не
был достигнут ни в одной из ранее опубликован-
ных работ по этой теме. При этом содержание Se
в дисперсии составляет ~1.5 мг/мл, что в 3.75 раза
превышает показатель, достигнутый в нашей ра-
боте при использовании сочетания W8-3С с плю-
роником F-127, и в 5–7 раз выше максимальных
показателей, приведенных в опубликованных ра-
ботах [33]. Столь высокий показатель устойчиво-
сти частиц в растворе позволяет в будущем прове-
сти весь необходимый цикл работ по изучению
механизма цитотоксического действия наноча-
стиц селена, который, несмотря на высокий ин-
терес, до настоящего времени остается малоизу-
ченным. Основной причиной сложности рас-
шифровки этого механизма, очевидно, является
трудность воспроизведения биологических экс-
периментов с участием SeNP, полученных при
использовании ранее предложенных пассивиру-
ющих агентов, ввиду быстрого изменения
свойств дисперсий при хранении. Мы предпола-
гаем, что эффективность действия W8-3С в каче-
стве агента, стабилизирующего наночастицы Se
при хранении, является низкая гидрофобность,
нехарактерная для природных белков, близкая к
нейтральной изоэлектрическая точка, а также на-
личие трех свободных остатков Cys, эффективно
участвующих в формировании ковалентных свя-
зей с атомами Se, входящими в кристаллическую
решетку наночастиц.

Помимо этого, важным результатом нашей ра-
боты является демонстрация избирательности
цитотоксического действия SeNP, полученных в
присутствии белка W8-3С, в отношении четырех
опухолевых линий, в том числе такой устойчивой
к химиопрепаратам линии, как U-87 MG (злока-
чественная глиома человека). Через 48 ч инкуба-
ции с SeNP IC50 для нормальных фибробластов

оказалась в 1.7–2.7 раз выше, чем для опухолевых
линий карцином толстой кишки, шейки матки и
молочной железы, а также глиобластомы.

Мы предполагаем, что избирательность дей-
ствия наночастиц в отношении опухолевых
линий достигнута, в первую очередь, за счет оп-
тимального размера наночастиц ~75 нм, достиг-
нутого при выбранных соотношениях концентра-
ций селенита натрия, белка W8-3С и боргидрида
натрия во время синтеза наночастиц. Кроме того,
вероятно, сыграло роль присутствие в составе
белка W8-3С белковых мотивов F3 и RGD, обла-
дающих тропностью к поверхностным онкомар-
керам, представленным на большинстве типов
опухолей. Не исключено также, что обнаружен-
ная избирательность цитотоксического действия
наночастиц Se обусловлена различиями в функ-
ционировании дыхательной цепи митохондрий и
систем антиоксидантной защиты по сравнению с
нормальными клетками, в частности проявляю-
щейся в виде склонности опухолевых линий к
анаэробному метаболизму (эффект Варбурга)
[39].

Эффективность предложенного способа син-
теза наночастиц Se по выходу продукта и обнару-
женные соотношения их токсичности в отноше-
нии опухолевых линий и нормальных фибробла-
стов позволяет планировать эксперименты по
тестированию наночастиц в качестве цитотокси-
ческого агента для сдерживания роста опухоле-
вых очагов и метастаз [7]. Известные данные поз-
воляют предполагать, что при правильном подбо-
ре терапевтической дозы наночастицы Se будут
обладать достаточно низкой побочной токсично-
стью, эффективно сдерживая рост опухолей. Так,
в работах [40, 41] сообщается, что LD50 SeNPs для
мышей составляет примерно 91.2–258.2 мг Se на
кг массы тела, тогда как LD50 метилселеноцисте-
ина составила 22.0 мг/кг, а LD50 H2SeO3 –
14.6 мг/кг. 

Кроме того, наночастицы Se могут быть ис-
пользованы в качестве вектора для адресной до-
ставки в опухоли цитотоксических агентов, со-
держащих сульфгидрильные группы (в том числе
искусственно вводимые в рекомбинантные бел-
ки): рицина, вискумина, дифтерийного токсина,
цисплатина и других [42–44]. Вероятно, эти ча-
стицы могут быть использованы и для доставки
гидрофобных цитостатиков, обладающих недо-
статочной растворимостью в плазме крови, в том
числе таких популярных, как доксорубицин, вин-
кристин, такселы, блеомицин, метотрексат и дру-
гие [45, 46].
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 Study of Cytotoxicity of Selenium Nanoparticles Synthesized Using Artificial 
Metal-Binding Tumor-Specific Protein W8-3C
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For the first time, the pW8-3C construct encoding the artificial tumor-specific protein W8-3C with the ad-
dition of 3 residues of free Cys at the C end was created and described. Using purified W8-3C protein, dis-
persions of nanoparticles 75.24 nm in diameter at polydispersity index (Pdi) of 0.064 and Se content of
1566 μg/mL were obtained and characterized for the first time. The dispersions remained stable upon storage
for 6 months at +4°C. For comparison, the maximum Se content in the nanoparticle dispersion obtained in
the presence of W8-3C protein and Pluronic F-127 was 399 μg/ml. The cytotoxic activity of the obtained
nanoparticles was studied on transplanted cells of human tumor lines: HeLa (cervical carcinoma), U-87 MG
(glioblastoma), MCF-7 (breast carcinoma) and HCT-116 (colon carcinoma) and compared with that on the
diploid human fibroblast line WI-38 in vitro. It was shown that the IC50 of Se nanoparticles obtained using
the W8-3C protein for tumor lines ranged from 5.25 to 8.37 μg/ml, while the IC50 for normal fibroblasts was
14.3 μg/ml (difference in values by a factor of 1.7–2.7 times).

Keywords: selenium, nanoparticles, recombinant protein, tumor, cytotoxicity, IC50, cysteine




